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vettori di espressione comprendenti il cDNA codificante tale 
pentraxina e uso di tali vettori nella terapia genica". 

Classe proposta (sez^cUscI/) (gruppo/soltogruppo) / 

L. RIASSUNTO 



Vengono descritte composizioni f armaceuti che comprendenti una 
pentraxina lunga PTX3, part i col armente la PTX3 umana, per la tera- 
pia di patologie di tipo infettivo, i nf i ammattf r i o o tumorale; 
vettori di espressione contenenti il cDNA che codifica tale 
pentraxina; cellule ospiti ricombinanti transfettate con tali 
vettori; un metodo per produrre notevoli quantita di PTX3 che 
prevede la coltura di tali cellule, e I'uso di detti vettori nella 
terapia genica di tumori . 
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La presente invenzione riguarda composizioni farmaceutiche 
comprendenti pentraxina lunga PTX3 (PTX3) o un suo derivato 
funzionale. In particolare, Tinvenzione riguarda le suddette 
composizioni per la terapia di patologie di tipo infettivo, infiammatorio 
5 o tumorale. 

L' invenzione riguarda inoltre vettori di espressione comprendenti 

la sequenza completa del cDNA che codifica Ira PTX3 o un suo derivato 

funzionale, cellule ospiti ricombinanti transfettate con tali vettori di 

espressione e un metodo per produrre PTX3:/a un suo derivato ]^ 

10 funzionale. L 'invenzione riguarda infinfe metodi di terapia genica per il ^ g 

trattamento di tumori, basati sull'uso di detti vettori di espressione. J x 

o 

Fino ad oggi non e stata ancora compresa la funzione biologica ' ^ 

^ UJ 

della PTX3, una proteina che viene espressa in vari tipi cellulari, 5< 
particolarmente in fagociti mononucleari e cellule endoteliali, dopo §)< 

UJ 

15 esposizione alle citochine infiammatorie Interleuchina Ibeta (IL-lbeta) e 

to 

e Tumor Necrosis Factor alfa (TNF-alfa). g 
Non e stato altresi descritto fino ad oggi alcun us.o terapeutico 

della PTX3 o di suoi derivati funzionali. 

La PTX3 e costituita da due domini strutturali, uno N-terminale 
20 non correlate ad alcuna molecola nota, e uno C-terminale simile alle 

pentraxine corte quali la proteina C-reattiva (CRP). E' stata riscontrata 

una elevata somiglianza tra la PTX3 umana (hPTX3) e le PTX3 animali. 
II gene della PTX3 e localizzato nel cromosoma 3 del topo, in una 

regione analoga alia regione 3q umana (q24-28), in accordo con la 
25 documentata localizzazione della hPTX3 nella regione 3q 25. Inoltre, la 
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PTX3 di topo (mPTX3) (Introna M., Vidal Alles V., Castellano M., 
Picardi G., De Gioia L., Bottazzi B., Peri G., Breviario F., Salmona M., 
De Gregorio L., Dragani T. A., Srinivasan N., Blundell T. L., Hamilton 
T. A. and Mantovani A.: Cloning of mouse PTX3, a new member of the 
pentraxin gene family expressed at extrahepatic sites. Blood 87 (1996) 
1862-1872) e molto simile alia hPTX3 in base alia organizzazione, 
localizzazione e sequenza (Breviario F., d'Aniello BM.,--Golay J., Peri 
G.; Bottazzi B., Bairoch A., Saccone S., Marzella R., Predazzi V., 
Rocchi M., Delia Valle G., Dejana E., Mantovani A.„; {ntrona M.: 
Interleukin-l -inducible genes in endothelial ceHs. Cloning of a new gene 
related to C-reactive protein and serum amyloid P component. J. Biol, 
chem. 267:22190, 1992). 

In particolare, il grado di identita fra le sequenze e deir82% tra 
il gene umano e quello di topo, e raggiunge il 92% se vengono 
considerate le sostituzioni conservative. 

L'alto grado di somiglianza fra la sequenza della hPTX3 e quella 
della mPTX3 e un segno dell-alto grado di conservazione della 
pentraxina durante Tevoluzione (Pepys MB, Baltz ML: Acute phase 
proteins with special reference to C-reactive protein and related proteins 
(pentaxins) and serum amyloid A protein. Adv. Immunol: 34:141, 1983). 

La CRP e un marker della patologia immunoinfiammatoria e 
infettiva. Dopo un trauma, una lesione o una infezione di un tessuto, nel 
soggetto colpito si innesca una serie complessa di reazioni volte a 
prevenire I'estensione del danno, a distruggere I'organismo infettivo e 
ad attivare il processo di riparazione per ripristinare le normali funzioni. 



Questo processo costituisce la cosiddetta risposta di fase acuta e il 
marcatore principale attualmente usato per la risposta di fase acuta e 
costituito dalla GRP. Infatti, nel sierp umano normale essa e presente in 
concentrazioni inferiori a 10 |ig/ml, ma pud aumentare piu di 1000 volte 
in risposta ad un trauma o ad una infiammazione (Koj A. "Acute phase 
reactants" in "Structure and function of Plasma Proteins" Allison A., 
Ed., pp. 73-131, Plenum Press, New York, 19'74).-- 

Sono gia noti precedenti usi terapeutici della GRP. Ad esempio 
. il brevetto US 4,857,314 del 15.08.1989 descrive,. l/uso della GRP. in 
associazione con il TNF per il trattamento di tumori. 

La domanda di brevetto intemazionale PGT/US94/02181 del 
24,02.1994 descrive mutanti della CRP utili per la preparazione di kit 
diagnostici per la determinazione di immunocomplessi nei fluidi 
biologici e per il trattamento di patologie virali, microbiche, tumorali e 
per lo shock endotossico. 

Anche la domanda di brevetto intemazionale PGT/US94/09729 
del 26.08.1994 descrive mutanti della CRP utili per la preparazione di. 
kit diagnostici e per il trattamento di patologie virali, microbiche e 
tumorali. 

La capacita di PTX3 di riconoscere e legare in modo specifico 
ligandi riconosciuti anche dalle pentraxine corte e stata valutata in vitro 
utilizzando PTX3 ricombinante purificata. Le pentraxine corte come 
GRP e SAP (componente P serica delTamiloide) sono caratterizzate 
dalla capacita di riconoscere e legare in modo calcio-dipendente un 
ampio spettro di ligandi, tra cui la fosfocolina, la fosfoetanolammina, 



molti zuccheri tra cui il meglio caratterizzato e un derivato^^lX^'agaro^sro 
ricco in piruvato . [metil 4-6-0-(l -carbossietilidene)-beta-D- 
galattopiranoside] o MOpDG, frammenti del complemento e proteine 
della matrice extracellulare, in particolare fibronectina e collagene di 
tipo IV. A differenza delle pentraxine corte, PTX3 non e in grado di 
legare calcio (valutato tramite Inductive Coupled Plasma/Atomic 
Emission Spectroscopy) ne lega fosfocolina, fosfoetanolammina o 
MOPDG. Inoltre PTX3 non e in grado di legare proteine della matrice 
extracellulare quali fibronectina e collagene di tiporlV. PTX3 e invece 
in grado di legare il frammento Clq^del complemento riconosciuto 
anche dalle pentraxine corte ( tabella I). E' da sottolineare tuttavia che, 
mentre CRP e SAP devono essere crosslincate per legare Clq, PTX3 e 
in grado di riconoscere e legare tale frammento del complemento in 
forma nativa. 

E' stato ora sorprendentemente trovato che la pentraxina lunga 
PTX3 o i suoi derivati funzionali sono degli agenti terapeutici utili, in 
particolare per la terapia di patologie di tipo infettivo, infiammatorio o 
tumorale. 

Per "pentraxina lunga PTX3" si intende una qualsiasi pentraxina 
lunga PTX3, indipendentemente cioe dalla sua origine naturale (umana 
o animale) oppure sintetica. La pentraxina lunga PTX3 umana (si veda 
la sequenza 1) risulta preferita. 

Un metodo conveniente per produrre notevoli quantita di 
pentraxina lunga PTX3 o un suo derivato funzionale consiste nel 
preparare dei vettpri di espressione (ad esempio, plasmidi) comprendenti 



la sequenza completa del cDNA che codifica la PTX3 o un suo derivato 
funzionale e transfettare con questi delle cellule eucariotiche in coltura 
^ (ad esempio cellule di Chinese hamster ovary, CHO). Dopo aver clonato 
le cellule ospiti ricombinanti cosi transfettate, viene selezionato il clone 
di cellule in grado di produrre i piu elevati livelli di PTX3. 

I vettori di espressione precedentemente menzionati comprendenti 
la sequenza del cDNA che codifica la pentraxina lunga PTX3 vengono 
inoltre utilizzati, secondo la presente invenzione, in metodi di terapia 
genica per il trattamento di affezioni tumorali. / / t * 

Un primo metodo di terapia genica comprende: 

(a) prelevare cellule da un paziente affetto da tumore; 

(b) transfettare tali cellule con un vettore di espressione comprendente 
la sequenza completa del cDNA che codifica la pentraxina lunga 
PTX3 o un suo derivato funzionale; e 

(c) inoculare nel paziente affetto da tumore tali cellule transfettate. 

Un secondo metodo di terapia genica per il trattamento di 
affezioni tumorali comprende: 

(a) preparare un vettore di espressione di origine virale (quale un 
adenovirus o retrovirus) comprendente la sequenza completa del 
cDNA che codifica la pentraxina lunga PTX3 o un suo derivato 
funzionale; e 

(b) iniettare il vettore di espressione cosi ottenuto in un paziente 
affetto da tumore. 

Sebbene il meccanismo di azione della PTX3 o dei suoi derivati 
funzionali non sia stato ancora definitivamente chiarito, la loro attivita 
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antitumorale non e comunque da attribuire ad un effetto citolitico o 
citostatico diretto sulle cellule tumorali, bend i da attrtbu.re a 
meccanismi medtati dall'ospite e legati alia capacita di reclutamen.o 
leucocitario, descritta piu avanti. esercitata da tali compostr. 

Di seguito vengono descritte le procedure sperimentali e rtportat. 
, risultati Che dirirostrano rinaspet.ata attivti dei composti secondo 

rinvenzione. . , . 

Produzione di PTX3 ricombinante: un frammento contenente la 

sequen.a completa del cDNA di PTX3 umana (SBQUENZA 2) e stato 
subclonato nel sito Bam HI del vettofe di espressione p5G5 (Ftg. 1) _^ | 
(Stratagene, La Jolla. CA, USA) e transfettato in cellule CHO <^ 
utilizzando la metodica del Caloio, precipitate. Un clone selezionato ,n ^ | 
G418 in grado diprodurre elevati quantitative diPTX3 venne utilizzato p 
come'fonte da cui venne purif.cata la proteina mediante cromatografia j ^ 
per scambio ionico e gel filtrazione, g 
Legame di PTX3 a Clq: il legame di PTX3 a Clq e stato « 
valmato in un sistema ELISA. Unapiastra a 96 pozzetti venne ricoperta 
con 250-500 ng di Clq per pozzetto (una notte a 4» C) quindi lavata con 
PBS con Ca++ e Mg- contenente 0.05% Tween 20 (PBS). I pozzett. 
vennero quindi bloccati con 5% di latte in PBS (2 h a temperatura 
ambiente) e successivamente incubati con concentrazioni var.ab.h d> 
PTX3 (30 mm. a 37 "C). Dopo una nuova serie di lavagg. la p.astra 
venne incubata con un amicorpo monoclonale df ratto contro PTX3 (1 
h a temperatura ambiente) e quindi con il secondo anticorpo, un ant> IgG 
di ratto coniugato alia perossidasi (1 h a temperatura ambiente). Dopo 
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il lavaggio venne aggiunto il cromogeno e quindi venne letta 
Tassorbanza a 405 nm utilizzando un lettore di piastre automatico. In 
alcuni esperimenti i pozzetti sono stati ricoperti con PTX3 e il legame 
con Clq e stato valutato usando un anticorpo anti Clq. 

Per determinare Taffinita di legame a Clq venne litilizzata la 
proteina biotinilata. PTX3 venne biotinilata secondo procedure standard 
utilizzando una biotina attivata e modificata dairaggiunta di un "braccio 
spaziatore" (SPA- Societa Prodotti Antibiotici). 

In Figura 2(A), 2(B) vengono riportati i lisultati relativi al 
legame e alia affinita di legame a Clq. Tali risultati mostrano Televata 
capacita di legame e Taffmita verso Clq da parte di PTX3. 

Reclutamento leucocitario: il reclutamento leucocitario indotto 
da PTX3 e stato studiato in vivo nel sistema della tasca sottocutanea. 
Questa venne indotta nell'animale da esperimento mediante 2 iniezioni 
sottocutanee sul dorso di 5 mL di aria a tre giomi di distanza Tuna 
dairaltra. Al sesto giomo si procedette alia somministrazione nella tasca 
di 1 \xg della PTX3 in 0,5% di carbossimetilcellulosa. Dopo 4 ore gli 
animali vennero anestetizzati e la taspa venne lavata con 1 mL di 
soluzione fisiologica. II liquido di lavaggio venne recuperato e su di 
esso vennero effettuate una conta totale e una conta diffefenziale delle 
cellule presenti. 

I risultati ottenuti riportati in figura 3 mostrano Televata capacita 
di reclutamento leucocitario della PTX3 su animali normali, mentre in 
figura 4 sono riportati i risultati ottenuti in animali geneticamente 
modificati, privi di Clq, in cui il reclutamento leucocitario e 
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significativamente inferiore. v?^'^^'^. 

Attivita antitumorale: una linea di mastocitoma murinb^l^Mj^^ 
stata cotransfettata per elettroporazione con il vettore di espressione 
pSG5 contenente il cDNA di PTX3 umana o il suo antisenso e il vettore 
pSV2 che conferisce alle cellule transfettate resistenza alia neomicina. 
Dopo selezione con 0,5 mg/mL di neomicina, le cellule vennero donate 
per diluizione limite. * ' 

Per valutare la produzione di PTX3, 2,5x10^ cellule vennero 
coltivate in 200 |iiL di RPMI + 3% PCS per 24rore e il sumatante venne 
testato mediante ELISA. I cloni ottenifti produssero livelli di proteina 
da 1 a 35 ng/mL, mentre i cloni contenenti Tantisenso non produssero 
livelli misurabili di PTX3. I cloni considerati mostrarono la stessa* 
velocita di crescita in vivo. 

Topi DBA/2N CrlBR maschi deU'eta di 8-10 settimane vennero 
iniettati sottocute con 1x10^ cellule di cloni P815 producenti PTX3 o 
cloni contenenti il gene antisenso. I topi vennero controllati 3 volte alia 
settimana per la comparsa del tumore e giornalmente per la 
sopravvivenza. 

I risultati ottenuti riportati in tabella 2 mostrano, con questo 
modello sperimentale di terapia genica, Tefficacia di PTX3 nel 
determinare la guarigione degli animali e il completo rigetto del tumore 
dopo attecchimento delle cellule tumorali inoculate. 

Tali risultati sono statisticamente significativi con p<0,01 con 
test di Fisher, sia rispetto al controllo che al gruppo trattato con 
I'antisenso. 

./. 
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Tabella 2 



ATTIVITA' ANTITUMOR ALE IN VIVO PI PTX3 



Clonal Rigetto2 



P815 parentale 4/25 
(Controllo) 



Pai5-ASl 3/8 
(antisenso) 

P815-PTX3-1 14/U- 
(senso) 



1: 10^ celiule del done ihdicato sono state in iettate sottocute. 

2: Numero di antmali che rigettano definitivam ente ii tumore sul 
totaie di animaii in cui e attecchito. 

* p<O.Ol sia rispetto ai topi trattati con le cellule parental! che ai 
topi trattati con le cellule del cloni antisenso (test di Fisher) 
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Sequenza 1 



M 1 

HLLAILF CAL WSAVLAE NSD DYDLMYVNLD NEIDNGLHPT 41 

EDPTPCDCGQ SHSEWDKLFI MLSNSQMRER MLLQATDDVL 81 

RGELQRLREE LGRLAESLAR PCAPGAPAEA RLTSALDELL 121 

QATRDAGRRL ARMEGAEAQR PESAGRALAA VLEELRQTRA 161 

DLHAVQGWAA RSWLPAGCET AILFPMRSKK IFGSVHPVRP 2 0^ 

MRLESFSACr WVKATDVLNK TILFSYGTKR NPYEIQLYLS 241 

YQSIVFWGG EENKLVAEAM VSLGRWTHLC GTWNSEEGLT ' 2 81 

SLWVNGELAA TTVEMATGKI VPEGGILQIG QEmGCCyGG 321 

GFDETLAFSG RLTGFNIWDS VLSNEEIRET GGASSCHIRG 3 61 

NIVGWGVTEX QPHGGAQYVS ^ 3 82 

Sequenza amincacidica di PTX3 umana. Gii aminoacidi soctolineaci 
364"^^''^''°"° peptide segnale. hPTX3 matura ^ costituita da 
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Sequenza 2 



54 
114 



294 
354 



ctca aacccagecc aectgajjagc ctcstcecgc cagcegtgga aagaacttttg 
egceccccea gcaAEP:iTC TCCTTCCSAT TCtOTPTGT GCTCTCTCCT CTGCaCTGrT 

CCCCGMAAC TCGGA^CAXT ATOAXCXCAT GTaTCTGAAI TTeOUaAO: AAAOaCACAA 174 

TGOACTCCaT CCCaCTSaSG ACCCCACC5CC GTCCSACTCC CSGTCaCGAGC ACTCGGaATC 234 
GG&CaaCCXC TTOVTCaroC TCSiSAACTC GCA»TCSaGft. GACCGCaTGC TOCTGCAACC 
CflCGGACGAC STCCr=CS3G. GCSAflCTSCA GA3GCTGCG3 GAOaCC^SG 5CCSCCTCCC 

GCaAAflCCTO i=CC»iS5C=T GC3CSCCS33 GGCTCCCGCA GACCCCAGCC TGACCACTCC 414 

TCTGGaCCaC CTGC^XCXX CGACCC3CC3A CCCSGGCCGC ACGCTC3GCSC SlAIXSCJUKG 474 

CGCsaacacG caccgc==ac aosuwccsg gcscsccctg occgcsstoc T&Gaa»GCT . 534 

GCGOcaaAas coacccsicc tccacccsst ccACsacTGC gctccccggs. gctsgctccc 594 

GGCACSTTOT CSUACAGCTA, TTTTaTTCCC JUIIGCCTTCC • AAGAACAOT TIOS^^ SS4 

GCarCCaCTG AGACCiAIGA GGCTOSAGTC -rrrSUSTGCC -GCamGSSS TCAAAGCCAC 714 

juamrtaiTA aacaaaacca iccrsTrrrc ctatggcaca aagaggaatc CAaaiGAAAT 774 

CCAfiCTSTAT CTCAOCTACC . AATCCAIAOT crrTTCTrGGTC . GCTSSafiAGC ACAACAAACX 834 
GGiTCCTiAA GCCATSSrrr CCCTSSSSAG GTSSACCCAC CTCTOCCSCA CCTGGAATTC 



894 



AflAflGAACCC CTCACATCCr TGTGGGXAAA TGSTSAACTG GCaOCTACCA CTGTTGAGAX 954 
GGCCACACCT CACAroiTC CTGACCSACG AATCCTCCAS A3TGCCCAAC AAAAGAAOXX: 1014 
CTGCTGTtrrG GCTOST55CT TTCATGAAAC AT=aCCCrTC TCTGaSAOAC TCACAOGCTT 1074 
CAAiaiCTGC GATACrcrrC TTAGCAATCA AGAGATARCA CafiACCGGSVis GAGCACSACTC ■ 1134, 
TTGTCACAIC CCWOGGaATA TOSTIGGGTC CSSaCTCACA GaCATCCAGC CACATCSGAGG 1194 
AGCTCACTAT GTTTCXiaaa cgttgtgaaa crccacctga agccaaagaaa gaaacccac 
acctaaaaca eatgccagctt gggziaOTCcC gaaaacceag tgcacaacag gaacacccga 
gactaacgaa Agagagagtc gagaccaatc cccatttgta ctggccaaac accgaataaa 
cagctgaagg aaagacaccg gaaaaagctt 



1254 
1314 
1374 
1404 



sequenra nuclaocidica del frasaiemnto di cDNA di PTX3 uinana. In 
lettare maiuscoie sono indicaci i nucleotidi codificanti per ^a 
proceina. mencre in iettere ziinuscole sono indicate /le regicni 
a I 3* e al 5' non cradotta roa presenti nel ccscructo V 
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RIVENDICAZIONI 

1. Composizione farmaceutica somministrabile per via orale, 
parenteraLe, transdermica o sottocutanea comprendente come* 
principio attivo la sequenza amminoacidica della pentraxina lunga 
PTX3, e un eccipiente farmaGologicamente accettabile. 

2. Composizione secondo' la rivendicazione 1 in cui la sequenza della 
pentraxina lunga PTX3 e la sequenza della PTX3'presente in natura. ^ 

^ 3, Composizione secondo la rivendicazione 2 in cui la sequenza della t 
pentraxina lunga PTX3 e la sequenza della PTX3 umatiaJ 3£ 
4. Composizione secondo le rivendicazioni 1-3, per il trattamento di 



patologie di tipo infettivo, infiammatorio o tumorale. ^ 



3 
UJ 



5. Composizione secondo la rivendicazione 4- per il trattamento di q ^ 
malattie causate da batteri, funghi, protozoi o virus. 

UJ 

6. Vettore di espressione comprendente la sequenza completa del ^ 

CO 

cDNA che codifica la pentraxina lunga PTX3 o un suo derivato q 
funzionale. 

^ 7. Vettore secondo la rivendicazione 6 che e un plasmide. 

8. Vettore secondo la rivendicazione 7 che e il plasmide pSG5. 

9. Cellule ospiti ricombinanti transfettate con il vettore di espressione 
delle rivedicazioni 6-8. 

10. Cellule ospiti secondo la rivendicazione 9 che sono cellule CHO. 

11. Metodo per produrre pentraxina lunga PTX3 o un suo derivato 
funzionale che comprende il sottoporre a coltura le cellule delle 
rivendicazioni 9-10. 

12. Metodo di terapia genica per il trattamento di affezioni tumorali 
comprendente: 

(a) prelevare cellule da un paziente affetto da tumore; 
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(b) transfettare tali cellule con un vettore di espressione 
comprendente la sequenza completa del cDNA che codifica la 
pentraxina lunga PTX3 o un suo derivato funzionale; e 

(c) inoculare nel paziente affetto da tumore tali cellule 
transfettate. 

13. Metodo di terapia genica per il trattamento di affezioni tumorali 
comprendente: . - - 

(a) preparare un vettore di espressione di origine virale 
comprendente la sequenza completa del C/DNA che codifica la 
pentraxina lunga PTX3 o un s\io derivato funzionale; e 

(b) iniettare il vettore di espressione cosi ottenuto in un paziente 
affetto da tumore. 

14. Metodo secondo la rivendicazione" 13, in cui il vettore di 
espressione di origine virale e un adenovirus o uri retrovirus. 

15. Uso della pentraxina lunga PTX3 per la preparazione di un 
medicamento per il trattamento di patologie di tipo infettivo, 
infiammatorio o tumorale. 

16. Uso secondo la rivendicazione 15 in cui la pentraxina lunga PTX3 
e la pentraxina umana di sequenza 1. 

17. -Uso secondo la rivendicazione 16 per la preparazione di un 
medicamento per il trattamento di malattie causate da batteri, 
funghi, protozoi o virus. 

18. Uso del cDNA che codifica la pentraxina lunga PTX3 o un suo 

derivato funzionale per preparare dei vettori di espressio 

comprendenti tale cDNA da utilizzare in metodi di/tferapia 

per il trattamento di affezioni tumorali. / / 

S16MYTAU \^ 

1 9 Die. mi INO. FARM. sflUNlTE s.p.a 

Vjale SHof lesg^re. A7 
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FIGURA 1 
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Pigura 3: legame di PTX3 a Clq. II pannallo A moscra il legame dal 
auparnatanta di cultura concanoaCQ PTX3 (aaiuso) e dalla proreina 
purificaca a Clq e Cl3 iamobilizzaci. sn plaacica. II binding i valutaco 
coma Danaici otrica (O.D.) a 40S run. II paonailo B moacra la curva dl 
aaturaziona gocceauca con la procaina biotinilaca. I paramacri cinacici 
sono ataci calcoiati con il macodo statistico del •fitting non lineare 
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FIGURA ^ 



4- 



3- 



V 

o 
o 



2- 



1- 



x 



L 




fisiol. PixJ PT2a bollita 

Figura 3: reclutamento leucocitario indotto da PTX3: 1 di PTX3 
viene iniettato in una tasca sottocutanea indotta sul dorso di topi CDI 
mediante inoculo di 5 ml di aria. ' 
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FIGURA 4 
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Figura 4: Reclutamento leucocitario indotto 
animali nornali e .in anisali geneticamente 
privi di Clq.- PTX3 viane iniettata in 
sottocutanea indotta sul dorso degli animali. 
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